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Transketoiase-verwandtes Protein 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Transketolase-verwandtes Protein, eine ein 
soiches kodierende DNA und ein Verfahren zur Herstellung eines solchen. Ferner 
betrifft die Erfindung die Verwendung der DNA und des Proteins sowie gegen 
das Protein gerichtete Antikorper. 

Transketoiase ist ein Thiamin-abhangiges Enzym, das den Pentosephosphatzyk- 
lus mit der Giykolyse verbindet. Der Pentosephosphatzyklus stellt Zuckerphos- 
phate und NADPH bereit. Transketoiase fuhrt uberschussige Zuckerphosphate in 
die Glykolyse ein r wodurch die Bereitsteliung von NADPH unter verschiedenen 
metaboiischen Bedingungen gewahrleistet ist. NADPH ist fur das Auf rechterhal- 
ten von Glutathion im Gehim wesentlich, 

Eine Defizienz von Thiamin ist mit neurologischen Erkrankungen, wie Beriberi 
und Wernicke-Korsakoff Syndrom, assoziiert. Beriberi auBert sich in akuter Herz- 
insuffizienz, wahrend sich das Wernicke-Korsakoff Syndrom in -akuter Enzephalo- 
pathie, gefolgt von chronischer Schadigung des Kurzzeitgedachtnisses zeigt. 

Untersuchungen weisen darauf hin, da& eine Thiamin-Defizienz fur vorstehende 
Erkrankungen nicht ursachlich ist, Auch liegt bei Patienten dieser Erkrankungen, 
z;B. bei Patienten des Wemicke-Korsakoff-Syndroms, keine mutierte Trans- 
ketoiase vor. Die Ursache vorstehender Erkrankungen ist somit bisher nicht 
bekannt. 
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Der vorliegenden Erfindung iiegt daher die Auf gabe zugrunde, ein Mittel bereitzu- 
stellen, mit dem neuroiogische Erkrankungen, die mit einer Thiamin-Defizienz 
assoziiert sind, insbesondere Beriberi und Wernicke-Korsakoff Syndrom, in ihrer 
Ursache untersucht und gegebenenfalls therapiert warden konnen. 

ErfindungsgemaB wird dies durch die Gegenstande in den Patentanspruchen 
erreicht. 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung 1st sornit ein Transketolase-verwandtes 
Protein, wobei das Protein zumindest die Aminosauresequenz von Fig. 1 oder 
eine hiervon durch sine oder mehrere Aminosauren unterschiedliche Aminosau- 
resequenz umfafct. 

Die vorliegende Erfindung beruht auf der Erkenntnis des Anmelders, dafi in 
Tieren, besonders Saugetieren, ganz besonders dem Menschen, ein Protein 
existiert, das Homologien zu einer Transketolase, gegebenenenfalls eine Trans- 
ketolase-Aktivitat aufweist, sich aber von einer Transketolase auf dem DNA- 
Level durch Hybridisierung unter ublichen Bedingungen unterscheidet. Ein 
solches Protein weist zumindest die Aminosauresequenz von Fig. 1 oder eines 
hiervon auf, Ferner durch eine oder mehrere Aminsoauren unterschiedliche 
Aminosauresequenz Iiegt das Protein in verschiedenen Geweben, z.B. Gehirn und 
Herz, in unterschiedlicher Form vor. 

In der vorliegenden Erfindung wird vorstehendes Protein mit "Transketolase- 
verwandtes Protein" (TVP) bezeichnet. 

In bevorzugter Ausfuhrungsfrom weist ein (TVP) die Aminosauresequenz von 
Fig. 2 auf. Ein soiches (TVP) findet sich insbesondere im Gehirn von Tieren, 
besonders Saugetieren, ganz besonders dem Menschen. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsfrom weist ein (TVP) die Aminosaure- 
sequenz von Fig. 3 auf. Ein solches (TVP} findet sich insbesondere im Herzen 
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von Tieren, besonders Saugetieren, ganz besonders dem Menschen. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist eine fur ein (TVP) kodie- 
rende Nukleinsaure. Dies kann eine RNA oder eine DNA sein. Letztere kann z.B, 
eine genomische DNA oder eine cDNA sein. Bevorzugt ist eine DNA, die folgen- 
des umfaBt: 

(a) die DNA von Fig. 1 oder eine hiervon durch ein oder mehrere Basenpaare 
unterschiedliche DNA, 

(b) eine mit der DNA von (a) hybridisierende DNA, oder 

(c) eine mit der DNA von (a) oder (fa) Qber den degenerierten genetischen 
Code verwandte DNA. 

Der Ausdruck "hybridisierende DNA" weist auf eine DNA hin, die unter ublichen 
Bedingungen, insbesondere bei 20° C unter dem Schmelzpunkt der DNA, mit 
einer DNA von (a) hybridisiert. 

Besonders bevorzugt ist die DNA von Fig. 2 und Fig. 3. Die DNA von Fig. 2 
kodiert fur ein (TVP), das insbesondere im Gehirn von Tieren, besonders Sauge- 
tieren, ganz besonders dem Menschen, vorliegt. Die DNA von Fig. 3 kodiert fur 
ein (TVP), das insbesondere irn Herzen von Tieren, besonders Saugetieren, ganz 
besonders dem Menschen, voriiegt. Die DNA von Fig. 2 wurde bei der DSM 
{Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen) als JFC 317 unter 
DSM 9994 am 23. Mai 1995 hinterlegt. 

Nachstehend wird eine erfindungsgemaEe DNA in Form einer cDNA beschrieben. 
Diese steht beispielhaft fur jede unter die vorliegende Erfindung fallende DNA. 

Zur Hersteilung einer erfindungsgema&en cDNA ist es gunstig, von einer Cos- 
mid-Bibliothek, z.B. q1Z (vgl. Dietrich, A. et al„ Nucleic Acids Res. 19, (1991), 
2567-2572) auszugehen, von der Klone die Region Xq28 des menschiichen 
Genoms umfassen. Seiche Klone werden auf einer Filtermembran fixiert und mit 
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markierten, ausmRNA von Schweinegeweben, z.B. Gehirn, Muskei, Leber, Herz, 
durch reverse Transkription erhaltenen cDNA-Poois hybridisiert (vgl. Coy, J.F. et 
al„ Mammalian Genome 5, (1994) 131-137). Diejenigen Kione, die mit den 
cDNA-Pools ein Hybridisierungssignal aufweisen, werden zum Screening einer 
menschiichen cDNA-Bibliothek, z.B. von fotaiem Gehirn-, Herzgewebe, verwen- 
det. Hierfur eignet sich besonders die cDNA-Bibliothek /l-Zap, Stratagene, Kat.- 
Nr. 936206, Es wird eine erfindungsgemaEe cDNA erhalten. 

Eine erfindunggemaSe cDNA kann in einem Vektor bzw. Expressionsvektor vor- 
liegen. Beispiele solcher sind dem Fachmann bekannt. Im Falie eines Expres- 
sionsvektors fur E. coii sind dies z.B. pGEMEX, pUC~Derivate, pGEX-2T, pET3b 
und pQE-8, wobei ietzterer bevorzugt ist. Fur die Expression in Hefe sind z.B. 
pY100 und Ycpadl zu nennen, wahrend fur die Expression in tierischen Zellen 
z.B, pKCR, pEFBOS, cDM8 und pCEV4, anzugeben sind. Fur die Expression in 
Insektenzellen eignet sich besonders der Baculovirus-Expressionsvektor 
pAcSGHisNT-A. 

Der Fachmann kennt geeignete Zeilen, urn eine, erfindungsgematie, in einem 
Expressionsvektor voriiegende cDNA zu exprimieren. Beispiele solcher Zellen 
umfassen die E.coii-Stamme HB101, DH1, x1776, JM101, JM 109, BL21 und 
SG 13009, wobei Ietzterer bevorzugt ist, den Hefe-Stamm Saccharornyces 
cerevisiae und die tierischen Zelien U 3T3, FM3A, CHO, COS, Vero und Hela 
sowie die insektenzellen sf9. 

Der Fachmann weiB, in welcher Weise eine erfindungsgemJaBe cDNA in einen 
Expressionsvektor inseriert werden muE, Ihm ist auch bekannt, da(5 diese DNA 
in Verbindung mit einer fur ein anderes Protein bzw. Peptid kodierenden DNA 
inseriert werden kann, so daE die erfindungsgema&e cDNA in Form eines Fu- 
sionsproteins exprimiert werden kann. 

Des weiteren kennt der Fachmann Bedingungen, transformisrte bzw. trans- 
fizierte Zeijen zu kultivieren, Auch sind ihm Verfahren bekannt, das durch die 
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erfindungsgema&e cDNA exprirnierte Protein zu isolieren und zu reinigen. Ein 
solches Protein, das auch ein Fusionsprotein sein kann, ist somit ebenfails 
Gegenstand der vorliegenden Erfindung. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein gegen ein vorstehen- 
des Protein bzw. Fusionsprotein gerichteter Antikorper, Ein solcher Antikorper 
kann durch ubliche Verfahren hergestellt werden, Er kann polykfonal bzw. 
monoklonal sein. Zu seiner HersteHung ist es gunstig, Here, insbesondere 
Kaninchen oder HOhner fur einen poiyklonalen und Mause fur einen monoklona- 
ien Antikorper, mit einem vorstehenden (Fusions}protein oder Fragrnenten davon 
zu imrnunisieren. Weitere "Booster" der Tiere konnen mit darn gleichen (Fu- 
sions)protein oder Fragrnenten davon erfolgen. Der polyklonale Antikorper kann 
dann aus dem Serum bzw. Eigeib der Tiere erhalten werden. Fur den monoklo- 
naien Antikorper werden Milzzellen der Tiere mit Myelomzellen fusioniert 

Die vorliegende Erfindung ermoglicht es, neurologische Erkrankungen, die mit 
einer Thiamin-Defizienz assoziiert sind, wie Beriberi und Wernicke-Korsakoff 
Syndrom, in ihrer Ursache zu untersuchen. Mit einem erfindungsgemaSen 
Antikorper kann (TVP) in Korperflussigkeiten von Personen nachgewiesen 
werden. Es kann eine Beziehung von (TVP) zur Entstehung und Ausbildung 
vorstehender Erkrankungen hergestellt warden. Ferner kann mit einem erfin- 
dungsgemaden (TVP) ein gegen dieses Protein gerichteter Autoantikorper nach- 
gewiesen werden. Beide Nachweise konnen durch ubliche Verfahren, insbeson- 
dere einen Western Blot, einen ELfSA, eine Immunprazipitation oder durch 
Immunfluoreszenz, erfolgen. Desweiteren kann mit einer erfindungsgemafcen 
Nukieinsaure, insbesondere einer DNA und hiervon abgeleiteten Primem, die 
Expression des fur (TVP) kodierenden Gens nachgewiesen werden. Dieser 
Nachweis kann in ublicher Weise r insbesondere in einem Southern Blot, erfolgen. 

Dariiberhinaus eignet sich die vorliegende Erfindung, MaSnahmen fur und gegen 
das Vorliegen von (TVP) in Personen zu ergreifen. Mit einem erfindungsgemaSen 
Antikorper. kann (TVP) an Personen inhibiert werden. Andererseits kann mit 
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einem erfindungsgemaBen (TVP), insbesondere nach Kopplung an ein vom 
Korper nicht als fremd angesehenes Protein, z.B. Transferrin oder BSA, die 
Menge von (TVP) in Personen erhoht werden. Entsprechendes kann auch mit 
einer erfindungsgemaBen Nukleinsaure, insbesondere einer DNA, erreicht wer- 
den, die unter die Kontrolle ernes in bestimmten Geweben, z.B. Gehirn, Herz, 
induzierbaren Promoters gestellt wird und nach ihrer Expression zur Bereitstei- 
lung von (TVP) in diesen Geweben fuhrt. Daruberhinaus kann eine erfindungs- 
gemaBe Nukleinsaure, insbesondere eine DNA, auch zur Inhibierung von (TVP) 
genutzt werden. Hierzu wird die Nukleinsaure, z,B, als Basis fur die Erstellung 
von Anti-Sinn-Oligonukleotiden zur Expressions-lnhibierung des fur (TVP) kodie- 
renden Gens verwendet. 

Die voriiegende Erfindung stellt somit einen groSen Beitrag zur diagnostischen 
und therapeutischen Erfassung von neurologischen Erkrankungen, die mit einer 
Thiamin-Defizienz assoziiert sind, insbesondere Beriberi und Wernicke-Korsakoff 
Syndrom, dar, 

Kurze Beschreibung der Zeichnungen: 

Fig. 1 zeigt die Basensequenz und die davon abgeleitete Aminosaurese- 

quenz eines erfindungsgemaBen (TVP), 

Fig. 2 zeigt die Basensequenz und die davon abgeleitete Aminosaurese- 

quenz eines erfindungsgemaBen Gehirn-spezifischen (TVP) (Pfeile 
geben die Lage von (TVP) von Fig, 1 an), und 4 

Fig. 3 zeigt die Basensequenz und die davon abgeleitete Aminosaurese- 

quenz eines erfindungsgemaBen Herz-spezifischen (TVP) (Pfeile 
geben die Lage von (TVP) von Fig. 1 an). 

Die voriiegende Erfindung wird durch die nachstehenden Beispiele erlautert. 
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Beispiel 1: Herstellung und Reinigung eines erfmdungsgemaSen (TVP) 

Zur Hersteiiung ernes erfindungsgemaSen (TVP) wurde die DNA von Fig. 2 bzw. 
3 als Template verwendet, Es wurde ein PCR-Verfahren durchgefuhrt. Bezugtich 
der DNA von Fig. 2 wurde als Primer-Paar verwendet: 5'-CAGAGATCTATGAG- 
GTACAAGCAGTCAG-3' und 5'-GGGAAGCTTTTAGTTCAGCAACATGC-3'. 
Bezuglich der DNA von Fig, 3 wurde als Primer-Paar verwendet: 5'- 
CAGAGATCTATGTGGCGTATCCATGC-3' und 5' GGG AAGCTTTTAGTTCAG- 
CAACATGC-3'. Der PCR-Ansatz bzw. die PCR-Bedingungen waren jeweils wie 
foigt: 

PCR-Ansatz 
Template DNA (Fig. 1) 
Pfu-Poiymerase 1 0x-Puffer 
DMSO 
dNTP's 

OKgonukleotide, je 1 ,5//l 
H 2 0-bidest 

PGR-Bedingungen 

- 92°C - 5 min 

- Zugabe von 1//t Pfu-Polymerase (Stratagene) = 2,5 Einheiten 

- Zugabe von Paraffin 

PCR 

92°C 1 min 

58 °C 1 min 1 Zyklus 

72°C 10 min 

92° C 1 min 

58°C 1 min 39 Zyklen 

72°C 2 min 

72 °C 10 min" 1 Zyklus 



: lp\ = 1 ng 
: 10//I = 1 x 
: 10//I = 10 % 
: 1/iL = je 200//M 
: 3fj\ = je 1 50 ng 
: ad 99//i 
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Die amplifizierte DNA wurde jeweils mit Bgi II und Hind III gespalten und in den 
mit Bgl II- und Hind HI gespaltenen Expressionsvektors pQE-8 (Diagen) inseriert. 
Es wurde das Expressionsplasmid pQ/TVP-G (pQ/TVP-H) erhalten. Ein solches 
kodiert fur ein Fusionsprotein aus 6 Histidin-Resten (N-Terminuspartner) und 
dem erfindungsgemaBen {TVP} von Fig. 2 {Fig.3} (C-Terminuspartner). pQ/TVP-G 
(pQ/TVP-H) wurde zur Transformation von E.coli SG 13009(vgl. Gottesman, S, 
et ai., J. Bacterid, 148, (1981), 265-273) verwendet. Die Bakterien wurden in 
einem LB-Medium mit 100//g/ml Ampicillin und 25//g/ml Kanamycin kultiviert 
und 4 h mit 60//M Isopropyl-S-D-Thiogalactopyranosid (IPTG5 induziert. Durch 
Zugabe von 6 M Guanidinhydrochlorid wurde eine Lyse der Bakterien erreicht, 
anschlieBend wurde mit dem Lysat eine Chromatographic (Ni-NTA-Resin) in 
Gegenwart von 8 M Harnstoff entsprechend der Angaben des Herstellers (Dia- 
gen) des Chromatographie-Materials durchgefuhrt. Das gebundene Fusions- 
protein wurde in einem Puffer mit pH 3,5 eluiert. Nach seiner Neutralisierung 
wurde das Fusionsprotein einer 18 % SDS-Polyacryiamid-Gelelektrophorese 
unterworfen und mit Coomassie-BIau angefarbt (vgl. Thomas, J,0. und Korn- 
berg, R.D., J.MoLBiol. 149 (1975), 709-733), 

Es zeigte sich, daS ein erfindungsgemaJSes (Fusions)protein in hochreiner Form 
hergesteilt werden kann. 

Beispiel 2: Herstellung und Machweis eines erfindungsgemSften Antikorpers 

Ein erfindungsgem§Bes Fusionsprotein von Beispiel 1 wurdp einer 18 % SDS- 
Polyacryiamid-Gelelektrophorese unterzogen. Nach Anfarbung des Gels mit 4 M 
Natriumacetat wurde eine ca, 59 (16,5) kD Bande aus dem Gel herausgeschnit- 
ten und in Phosphat gepufferter Kochsalztosung inkubiert. Gel-Stiicke wurden 
sedimentiert, bevor die Proteinkonzentration des Uberstandes durch eine SDS- 
Polyacrylarnid-Geleiektrophorese, der eine Coomassie-Blau-Farbung folgte, 
bestimmt wurde, Mit dem Gel-gereinigten Fusionsprotein wurden Tiere wie folgt 
immunisiert: . 
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Imrnunisierungsprotokoll fur polyklonale Antikorper im Kaninchen 

Pro Immunisierung wurden 35//g Gel-gereinigtes Fusionsprotein in 0,7 ml PBS 

und 0,7 mi kompiettern bzw. inkomplettem Freund's Adjuvans eingesetzt. 

Tag 0: 1 * Immunisierung (komplettes Freund's Adjuvans) 

Tag 14; 2. immunisierung (inkomplettes Freund's Adjuvans; icFA) 

Tag 28: 3. immunisierung (icFA) 

Tag 56; 4. Immunisierung (icFA) 

Tag 80: Ausbluten 

Das Serum des Kantnchens wurde im Immunoblot getestet. Hierzu wurde ein 
erfindungsgema&es Fusionsprotein von Beispiel 1 einer SDS-Polyacrylarnid- 
Gelelektrophorese unterzogen und auf ein Nitrocelluiosefilter ubertragen (vgi. 
Khyse-Andersen, J., J. Biochem. Biophys. Meth. 10, (1984), 203-209). Die 
Western Blot-Analyse wurde wie in Bock, C.-T. et al. r Virus Genes 8, (1994), 
215-229, beschrieben, durchgefflhrt. Hierzu wurde das Nitroceliulosefiiter eine 
Stunde bei 37 °C mit einem ersten Antikorper inkubiert Dieser Antikorper war 
das Serum des Kaninchens (1:10000 in PBS). Nach mehreren Waschschritten 
mit PBS wurde das Nitrocelluiosefilter mit einem zweiten Antikorper inkubiert. 
Dieser Antikorper war ein mit alkalischer Phosphatase gekoppelter monoklonaier 
Ziege Anti-Kaninchen-igG-Antikdrper (Dianova) (1:5000) in PBS. Nach 30- 
minutiger Inkubation bei 37 °C folgten mehrere Waschschritte mit PBS und 
anschlie&end die alkalischePhosphatase-Nachweisreaktionmit Entwicklerlosung 
136/M 5' Bromo«4-ch!oro-3HndoIylphosphat, 400//M Nitroblau-tetrazolium, 
100mM Tris-HCi, pH 9.5, 100 mM NaCI, 5 mM MgCl 2 ) bei Raumtemperatur, bis 
Banden sichtbar waren. 

Es zeigte sich, da& erfindungsgerna&e, polyklonale Antikorper hergesteilt werden 
konnen. 
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Immunisierungsprotokoll fur polyklonaie Antikorper im Huhn 

Pro Immunfsierung warden 4Q//g Gel-gereinigtes Fusionsprotein in 0,8 mi PBS 
und 0,8 ml komplettem bzw. inkomplettem Freund's Adjuvans eingesetzt. 

Tag O. 1 . Immunisierung (komplettes Freund's Adjuvans) 

Tag 28: 2. immunisierung {inkomplettes Freund's Adjuvans; icFA) 

Tag 50: 3. Immunisierung (icFA) 

Aus Bgeib wurden Antikorper extrahiert und im Western Blot getestet Es 
wurden erfindungsgemafce, polyklonaie Antikorper nachgewiesen. 

Immunisierungsprotokoll fur monoklonale Antikorper der Maus 

Pro Immunisierung wurden 12//g Gel-gereinigtes Fusionsprotein in 0,25 ml PBS 
und 0,25 ml komplettem bzw. inkomplettem Freund's Adjuvans eingesetzt; bei 
der 4, Immunisierung war das Fusionsprotein in 0,5 ml (ohne Adjuvans) geldst. 

Tag 0. 1. Immunisierung (komplettes Freund's Adjuvans) 

Tag 28: 2. Immunisierung (inkomplettes Freund's Adjuvans; icFA) 

Tag 56: 3. Immunisierung (icFA) 

Tag 84: 4. Immunisierung (PBS) 

Tag 87: Fusion 

Oberstande von Hybridomen wurden im Western Blot getestet. Erfmdungs- 
gemSSe, monoklonale Antikdrper wurden nachgewiesen. 
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Patentanspruche 

1. TransketoJase-verwandtes Protein, wobei das Protein zumindest die 
Aminosauresequenz von Fig. 1 Oder eine hiervon durch eine oder mehrere 
Aminsosauren unterschiedliche Aminosauresequenz umfaSt. 

2. Protein nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB es die Aminso- 
sauresequenz von Fig, 2 umfaSt. 

3. Protein nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, daB es die Aminosau- 
resequenz von Fig. 3 umfaSt. 

4. DNA, kodierend fur das Protein nach Anspruch 1. 

5. DNA nach Anspruch 4, wobei die DNA umfa&t: 

(a) die DNA von Fig. 1 oder eine hiervon durch ein oder mehrere Ba- 
senpaare unterschiedliche DNA f 

(b) eine mit der DNA von (a) hybridisierende DNA oder 

(c) eine mit der DNA von fa} oder {b) uber den degenerierten geneti- 
schen Code verwandte DNA. 

6. DNA nach Anspruch 4 oder 5, namlich die DNA von Fig- 2, 

7. DNA nach Anspruch 4 oder 5, namlich die DNA von Fig. 3, 

8. Expressionsplasmid, umfassend die DNA nach einem der Anspruche 4 bis 
7. 

9. Transformante, enthaltend das Expressionsplasmid nach Anspruch 8, 

1 0. Verfahren zur Herstellung des Proteins nach einem der Anspruche 1 bis 3, 
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umfassend die Kultivierung der Transformante nach Anspruch 9 unter 
geeigneten Bedingungen. 

1 1 , Antikorper, gerichtet gegen das Protein nach einem der Anspruche 1 bis 
3. 

12. Verwendung des Proteins nach einern der Anspruche 1 bis 3 als Reagens 
zur Diagnose und/oder Therapie. 

1 3, Verwendung der DNA nach einem der Anspruche 4 bis 7 als Reagens zur 
Diagnose und/oder Therapie. 

1 4. Verwendung des Antikorpers nach Anspruch 1 1 als Reagens zur Diagnose 
und/oder Therapie. 
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Fig. 2 
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